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 O Retinoblastoma é um tumor maligno das células precursoras da retina que resulta de 
mutações no gene supressor tumoral RB1. Tem uma incidência de 1 em 15000-20000 
nascimentos, e ocorre em crianças antes dos 5 anos de idade.  
Este estudo teve como objetivo avaliar a realização do estudo molecular do gene RB1 
para confirmação molecular do diagnóstico em crianças e adolescentes com história pessoal 
de retinoblastoma de forma a facilitar o aconselhamento genético. 
Estudaram-se dez casos, com antecedentes de retinoblastoma e com idades 
compreendidas entre os cinco e os 16 anos. Posteriormente foram incluídos 15 familiares. 
Todos os indivíduos receberam aconselhamento genético. 
Dos 10 casos, seis (60%) tiveram retinoblastoma unilateral, com uma idade média de 
diagnóstico de 29,8 meses. Os restantes quatro (40%) tiveram retinoblastoma bilateral, com 
uma idade média de diagnóstico de 12,7 meses. Foi identificada história familiar de 
retinoblastoma em três (33,3%) dos casos. Em seis (60%), dois dos seis com retinoblastoma 
unilateral e todos os quatro com retinoblastoma bilateral, foi encontrada uma mutação, 
incluindo um mosaicismo. Os testes foram também efetuados a 15 familiares, tendo sido 
identificados oito indivíduos heterozigotos. 
Este estudo enfatiza a importância do estudo molecular do gene RB1 no plano de 
seguimento de todos os casos com retinoblastoma, através da integração de uma equipa 
multidisciplinar para melhorar a sua vigilância e proporcionar um aconselhamento genético 
adequado ao próprio e aos seus familiares. 
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 O retinoblastoma (RTB) (OMIM #180200) é o tumor intraocular primário mais 
comum em crianças, com origem nas células em desenvolvimento da retina, cuja incidência 
estimada varia entre 1 em 15,000 e 1 em 20,000 nascimentos.
1
 Pode ocorrer em qualquer 
idade pediátrica,
2
 sendo mais frequente em crianças com menos de dois anos. Na maioria dos 
casos, o diagnóstico é feito antes dos 5 anos de idade.
1,3
 
 O diagnóstico é baseado na história clínica, exame físico, exame histológico e exames 
imagiológicos.
4
 Os sinais mais frequentes são: a presença de reflexo pupilar branco 
(leucocória) e estrabismo. A confirmação do diagnóstico é normalmente feita através da 
avaliação do fundo ocular usando oftalmoscopia indireta. Outros exames complementares de 
imagem, como a ressonância magnética, a ecografia e a tomografia computorizada, podem ser 
pedidos para diagnóstico diferencial e estadiamento. Se for realizada enucleação, a 
histopatologia confirma o diagnóstico de RTB.
5
 
 O tratamento do RTB depende do estádio do tumor, do número de focos tumorais 
(doença unifocal, unilateral multifocal ou bilateral), da localização e do tamanho do tumor 
dentro do olho, da presença de sementeira vítrea e da idade da criança. As opções de 
tratamento atuais incluem a enucleação, quimioterapia (sistémica ou regional), radioterapia 
(externa ou braquiterapia com placas episclerais), crioterapia e fotocoagulação. Se não houver 
indicação da presença de células tumorais no exterior do olho, o tratamento é concluído com 
sucesso na maioria das crianças. No entanto, um RTB com presença de metástases apresenta 
geralmente um mau prognóstico. Após um tratamento com sucesso, as crianças necessitam de 








Cerca de 40% dos RTB são hereditários, resultando de mutações germinativas. Os 
restantes 60% são esporádicos, com origem em mutações somáticas. O RTB esporádico tem 
geralmente uma apresentação unilateral, sendo a idade média de diagnóstico de 24 meses. Nas 
crianças com RTB hereditário, a idade média de diagnóstico é mais precoce, por volta dos 12 
meses, e aproximadamente 85% são bilaterais.
6
 Em apenas 10% dos doentes com RTB existe 
história familiar de RTB com uma hereditariedade autossómica dominante. Nestas 
circunstâncias, deve ser realizada avaliação oftalmológica a todos os familiares em primeiro 
grau para identificar possíveis cicatrizes ou tumores quiescentes (retinomas), que também são 
compatíveis com doença familiar e que quase sempre são desconhecidos.
7
 Por vezes, para 
além do RTB bilateral, desenvolve-se um tumor na região da glândula pineal correspondendo 
a retinoblastoma intracraniano ectópico, designado neste caso como RTB trilateral.
4
 
Em 1971, Knudson propôs a hipótese dos dois eventos mutacionais (“two-hit 
hypothesis), os quais teriam de ocorrer num determinado gene para a tumorigénese (Fig. 1).
8
 
Nos tumores esporádicos, ambos os eventos (M1 e M2) são adquiridos nas células somáticas. 
Nas formas hereditárias, o primeiro evento (M1) é por definição germinativo, podendo ser 
herdado (em 10 a 15% dos casos) ou ter ocorrido de novo (em cerca de 85% dos casos), sendo 
Fig. 1 - Genética do RTB hereditário e esporádico.  
N= normal. RB1+/+= dois alelos RB1 normais. M1= mutação germinativa. RB1+/- = um alelo mutado e um alelo 
normal. M2= mutação somática. RB1-/- = dois alelos mutados. (Imagem adaptada de Dimaras et al. (2012). 
Retinoblastoma. The Lancet 379, 1436-1446.)  




assim apenas necessário que ocorra um evento somático (M2), para o desenvolvimento de 
RTB.
5
 Nestas circunstâncias, a probabilidade deste único evento somático ocorrer numa 
determinada célula é muito maior do que os dois eventos independentes nos dois alelos numa 
mesma célula. Isto explica consequentemente a maior frequência, precocidade do diagnóstico 




Em alguns indivíduos, são identificados mosaicismos, os quais são explicados por 
fenómenos pós-zigóticos. Nestes casos, a mutação não está presente em todas as células, pelo 
que a apresentação clínica, assim como o risco de transmissão à descendência, vai depender 
da percentagem do mosaicismo e da distribuição celular.
5
 Mosaicismos estão presentes em 




Em 1986 foi identificado um gene no braço longo do cromossoma 13 (13q14.2), 
designado por RB1 (OMIM *614041), numa região onde tinham sido identificadas mutações 
em crianças com RTB bilateral, confirmando-se assim a suscetibilidade genética do RTB.
12
 É 
constituído por 27 exões, e codifica uma fosfoproteína (pRB) que tem como função regular 




O estudo molecular do gene RB1 encontra-se disponível há mais de 15 anos, e a sua 
sensibilidade continua a aumentar devido à melhoria contínua das técnicas de biologia 
molecular. A capacidade de detetar uma mutação germinativa em indivíduos com RTB 
bilateral é de cerca de 90% a 95%, dependendo dos métodos utilizados.
14
 Para indivíduos com 
doença bilateral ou história familiar conhecida de RTB, o teste molecular é realizado 
diretamente a partir de uma amostra de sangue periférico, de forma a identificar mutações no 




gene RB1. Nos casos com RTB unilateral (sem história familiar), o estudo inicia-se pela 
análise do gene RB1 na peça tumoral (quando disponível após enucleação), seguido da 
pesquisa, no ADN extraído do sangue periférico, das mutações encontradas no tumor para 
determinar se estamos perante um caso hereditário.
15
 Em cerca de 14% dos casos de RTB 
unilateral sem história familiar, é identificada, no sangue periférico, uma das mutações 
encontradas no tumor, quer em heterozigotia, (correspondendo a uma mutação germinativa), 
quer em mosaico (correspondendo a um fenómeno pós-zigótico).
9
 
A predisposição genética para RTB é autossómica dominante e tem uma 
expressividade variável e uma penetrância incompleta. A penetrância é de cerca 90%, isto é, 
90% dos heterozigotos terão RTB e os restantes 10% serão heterozigotos assintomáticos. 
Assim sendo, o risco de um indivíduo afetado ou de um heterozigoto (assintomático) ter um 




Devido aos avanços recentes nas diferentes modalidades de tratamento do 
retinoblastoma, o seu prognóstico tem vindo a melhorar e a sobrevida aos 10 anos após o 
início do tratamento é já de cerca de 90%.
17
 Neste sentido torna-se crucial ter em atenção as 
implicações que a predisposição genética do RTB poderá ter no doente e seus familiares ao 
longo da sua vida. Uma das implicações é o aumento do risco de segundas neoplasias 
(osteossarcomas, sarcomas dos tecidos moles, neoplasias epiteliais, melanoma), cuja 
incidência em sobreviventes de retinoblastoma hereditário é de 0,5 a 1% por ano, que leva a 
que estes doentes devam de ter vigilância médica adequada ao longo da vida.
18,19
 Para além 
disso, familiares assintomáticos que possuam a mesma mutação que o individuo afetado, 
beneficiam de um rastreio precoce e adequado para o RTB e outras neoplasias.
20
 
Contrariamente, os familiares em que não for encontrada nenhuma mutação, não requerem 




uma avaliação oftalmológica regular, levando a uma redução significativa dos custos nos 
cuidados de saúde e a uma diminuição do potencial de morbilidade.
14,15,21
 De forma 
semelhante, a confirmação molecular da doença permite melhorar o aconselhamento genético 
para os seus progenitores no que diz respeito à avaliação do risco de recorrência e à 
possibilidade de realização de um diagnóstico genético pré-implantação ou diagnóstico pré-
natal molecular (por biopsia das vilosidades coriónicas entre as 11 e as 13 semanas de 
gestação ou por amniocentese entre as 16 e as 18 semanas). 
22,23
 
Assim, os testes moleculares revolucionaram o acompanhamento de doentes com RTB 
e seus familiares, permitindo o diagnóstico e tratamento precoce de outras neoplasias, 
eliminando a necessidade de uma vigilância regular em indivíduos sem mutações 
germinativas e facilitando o aconselhamento genético. 
A realização deste trabalho teve como objetivo principal a avaliação da realização do 
estudo molecular do gene RB1 para confirmação molecular do diagnóstico clínico de RTB de 
doentes seguidos no Hospital Pediátrico Carmona da Mota, em Coimbra, de forma a 
promover o aconselhamento genético a toda a família.  




Materiais e métodos 
Foram inseridas neste estudo 10 casos (três do sexo feminino e sete do sexo masculino) 
com idades compreendidas entre os cinco e os 16 anos de idade, com história pessoal de 
retinoblastoma, referenciados ao serviço de genética do Hospital Pediátrico Carmona da Mota 
pelo serviço de Oncologia do mesmo hospital entre Novembro de 2011 e Abril de 2012. Em 
três casos foi identificada também história familiar.  
Todas as crianças e adolescentes são acompanhados no Hospital Pediátrico Carmona 
da Mota em Coimbra desde o momento do diagnóstico, por uma equipa multidisciplinar que 
inclui oncologistas, oftalmologistas, otorrinolaringologistas e geneticistas.  
Foram posteriormente incluídos no estudo os 15 familiares (dos casos em que foi 
detetada uma mutação no gene RB1) que solicitaram a realização dos testes genéticos após 
serem devidamente informados sobre a importância da sua realização. 
Inicialmente foi realizada uma primeira consulta em que foi recolhida toda a 
informação da história pessoal de RTB e da história familiar. Todos os indivíduos incluídos 
no estudo foram informados das possibilidades e limitações do estudo molecular tendo 
concordado com a sua realização. Foram recolhidas amostras de sangue periférico e 
realizados os testes moleculares apenas aos indivíduos afetados. Posteriormente foram 
recolhidas amostras de sangue periférico aos familiares dos casos em que foi possível 
confirmar molecularmente a doença. 
O estudo molecular do gene RB1 foi realizado no Departamento de Genética da 
University Medical Center Groningen. As sequências codificantes (exões), as sequências 
intrónicas flanqueadoras, bem como a região promotora, foram analisadas por sequenciação 
direta. Para a análise de rearranjos intragénicos (deleções e duplicações de um ou mais exões) 
do gene RB1 foi utilizada a multiplex-ligation dependent probe amplification (MLPA) (MRC 




Holland kit P047-B1). Estas duas técnicas em conjunto detetam mais de 90% das mutações 
germinativas no gene RB1 em doentes com RTB familiar e/ou bilateral. 
 Não foi possível a realização da análise do ADN tumoral em nenhum dos casos, uma 
vez que não foi possível ter acesso a nenhuma das amostras tumorais dos doentes em que 
houve enucleação, devido ao tempo já decorrido entre o diagnóstico e a realização dos testes 
moleculares. 
Foi obtido o consentimento informado de todos os doentes de acordo com os 
princípios da declaração de Helsínquia. O estudo foi aprovado pelo comité de ética do Centro 
Hospitalar e Universitário de Coimbra. 
Todos os resultados adquiridos até ao momento foram comunicados aos progenitores 
numa última consulta, concluindo-se o processo de aconselhamento genético com a 
elaboração de um relatório de alta com toda a informação. 
  





 A tabela 1 resume os dados clínicos e moleculares relativos aos dez casos índex. A 
idade média do diagnóstico é de 19,5 meses, sendo maior (29,8 meses) nos casos com RTB 
unilateral e menor (12,7 meses) nos com RTB bilateral. Seis (60%) tiveram RTB unilateral e 
quatro (40%) tiveram RTB bilateral. Relativamente à história familiar, esta foi positiva em 
três doentes (33,3%).  
 O estudo molecular do gene RB1 identificou uma mutação em seis doentes (60%), dois 
dos seis com RTB unilateral e todos os quatro com RTB bilateral. Em relação à história 
familiar destes seis casos, os respetivos heredogramas estão representadas nas Fig. 2, 3, 4, 5, 
6, e 7. Foi realizado estudo molecular em 15 familiares dos seis casos índex (incluindo pais, 
irmãos, avós, tios e primos) onde se confirmou molecularmente o diagnóstico, estando os 
respetivos resultados descritos na tabela 2.  
  





Em Portugal, a realização de testes moleculares em famílias com RTB ainda não faz 
sempre parte do seguimento destes doentes, devido ao facto de não existirem laboratórios 
locais que disponibilizem os testes para esta patologia. É útil reforçar a importância da 
realização destes testes, uma vez que podem ter grande influência não só no diagnóstico mas, 
principalmente, no prognóstico da doença. 
Os riscos e benefícios da realização de testes de suscetibilidade genética no cancro 
dependem da compreensão da genética do cancro, da precisão do teste e da disponibilidade 
dos portadores da mutação para a realização de intervenções eficazes.
24
 
Analisando os resultados do nosso estudo pudemos constatar uma diferença na 
percentagem de doentes com RTB hereditário (60%), de doentes com RTB não hereditário 
relativamente aos resultados já publicados na literatura
25,26
, facilmente justificável pela 
dimensão reduzida da amostra (Tabelas 3 e 4). A idade média do diagnóstico, tanto no caso 
dos RTB bilaterais como no caso dos RTB unilaterais, bem como a percentagem de doentes 
com RTB unilateral (60%) e bilateral (40%), foram consistentes com os resultados já 
encontrados na literatura.
6
 Na nossa casuística, nos doentes com RTB unilateral identificou-se 
uma percentagem superior (33,3%) de casos com mutação germinativa comparativamente ao 
que se encontra descrito na literatura (~14%).
9
 Todos os RTB bilaterais estudados tiveram 
confirmação molecular, no entanto a diferença não é significativa em relação à literatura 
(Tabelas 3 e 4). 
Em quatro dos seis RTB unilaterais (66,6%) não foi detetada nenhuma mutação 
germinativa, uma vez que, muito provavelmente, corresponderão a casos esporádicos 
resultantes de mutações nas células somáticas. Esta percentagem é inferior à que se encontra 
descrita na literatura (~86%) o que é justificável pelo aumento de casos de RTB unilaterais 




com mutação germinativa no nosso estudo (Tabelas 3 e 4).
9
 Nestes casos teria sido 
fundamental fazer o estudo molecular na peça tumoral. 
 Tendo em conta o objetivo deste trabalho, é importante analisarmos o impacto da 
realização dos testes moleculares no doente e na respetiva família. Em quatro casos (todos 
RTB unilaterais e sem antecedentes familiares da doença), não foi encontrada nenhuma 
mutação na amostra de sangue periférico, não sendo por isso necessário realizar testes 
genéticos nos pais e irmãos. Nestas circunstâncias, no que diz respeito ao aconselhamento 
genético, existe um risco empírico de recorrência de 1 a 2% para outros irmãos e de 6 a 50% 
para descendentes do indivíduo afetado, pelo que está indicado realizar avaliações 
oftalmológicas logo após o nascimento. Não é possível oferecer um diagnóstico pré-natal 
orientado ou um diagnóstico genético pré-implantação. 
Nos restantes seis casos foi encontrada uma mutação tendo sido por isso realizados 
testes genéticos em familiares.  
Na família 2 (Fig.3), uma vez que estamos perante um mosaicismo, a mutação ocorreu 
na fase pós-zigótica, ou seja, é uma mutação de novo, não sendo assim necessário que os 
progenitores realizem os testes moleculares.
9
 Não existe um risco específico acrescido de 
RTB para outros filhos do casal ou para outros familiares, a não ser para a descendência de 
III:1 em que a probabilidade de herdar o alelo mutado poderá ser de até 50%. 
Nas famílias 1 (Fig.2), 5 (Fig.6) e 6 (Fig.7), foi encontrada uma mutação num dos 
progenitores, fazendo com que estes tenham uma probabilidade de 50% de transmitir a 
mutação à descendência.
9
 Tendo em conta que o RTB tem uma penetrância de 90%, a 
probabilidade destes serem afetados é de 45%. Desta forma, a confirmação molecular 
possibilita oferecer diagnóstico pré-natal molecular por biopsia das vilosidades coriónicas ou 
por amniocentese.
27
 Uma outra opção para estes casais passa pelo diagnóstico genético pré-




implantação, que combina a fertilização in vitro (FIV) com a análise genética de blastómeros, 
selecionando assim os embriões que não possuem a mutação.
22
 No caso da família 6, dever-
se-á também efetuar aconselhamento genético a III:2 (heterozigótico sintomático), a II:4 
(heterozigótico assintomático) e ao indivíduo II:1 que ainda aguarda o resultado do teste 
molecular, no entanto tendo em conta o tipo de hereditariedade da doença (autossómica 
dominante) será um heterozigótico obrigatório (assintomático). O individuo III:4 deverá 
também realizar os testes moleculares para que, em caso de positividade, usufrua de 
aconselhamento genético. 
Na família 3 (Fig.4), não foi encontrada nenhuma mutação em nenhum dos 
progenitores, podendo ser explicado por uma mutação germinativa de novo, o que se verifica 
em 85% dos casos. No entanto, uma vez que não pode ser excluída a existência em um dos 
progenitores de um mosaicismo gonadal ou de um mosaicismo de muito baixa expressão, 
existe um risco específico de 3 a 5% de RTB para outros filhos deste casal.
26,28
 Assim, este 
casal, se o desejar, poderá ser orientado para diagnóstico pré-natal molecular ou para 
diagnóstico genético pré-implantação moleculares. O risco de transmissão da mutação para a 
descendência do individuo III:1 é de 50% e de 45% de ser afetado.  
Na família 4 (Fig.5), aguardamos o resultado da amostra de um dos progenitores (II:6). 
Se a mutação não for identificada em nenhum deles o aconselhamento é igual ao da família 3, 
caso seja encontrada em um deles, o aconselhamento deverá ser feito da mesma forma que às 
famílias 1, 5 e 6. 
Tendo em conta alguns estudos de follow-up em doentes com mutação germinativa no 
gene RB1
29–33
, indivíduos com retinoblastoma hereditário possuem um risco aumentado para 
outras neoplasias primárias (osteossarcoma, sarcoma dos tecidos moles, melanoma e tumores 
epiteliais) que consequentemente se encontram associadas a um aumento da 






 Uma vez que não existe um protocolo específico para estas neoplasias, é 
de salientar a importância do acompanhamento médico regular nestes doentes para que seja 
possível o diagnóstico precoce e um tratamento adequado. 
 Em conclusão, este trabalho, apesar da reduzida amostra, permitiu reforçar a 
necessidade de implementar um protocolo de seguimento e aconselhamento genético em 
indivíduos diagnosticados com RTB, para que se possa agir precocemente com o objetivo de 
melhorar o prognóstico e qualidade de vida destes doentes e de evitar o aparecimento desta 
patologia em outros membros da família. 






Dados demográficos e mutações identificadas em 10 casos com retinoblastoma, encaminhados para o Serviço de Genética do Hospital Pediátrico Carmona da Mota, 
Coimbra, entre Novembro de 2011 e Abril de 2012. 




















 (unilateral, OE) 
Sim c.500+1G>A  
2 11 A F 28 m Estrabismo 
Unilateral 
(OE) 
Enucleação - Sim c.1072C>T(p.Arg358X)  
3 12 A M 22 m Leucocória Bilateral 
Enucleação (OD) 
QT, Crio 
- Sim c.763C>T (p.Arg255X)  
4 16 A M 3 m Leucocória Bilateral 
Enucleação (OE) 
QT 
- Sim c.1735C>T(p.Arg579X)  
5 15 A M 0 m Leucocória Bilateral Crio, QT, Laser 
Mãe 
 (unilateral, OE) 
Sim c.1858dupA  





Sim c.1696-2A>G  







- Não - 





QT - Não - 
9 10 A M 4 A 
Descolamen





- Não - 
10 5 A M 22 m Leucocória 
Unilateral 
(OE) 
QT - Não - 
A – anos; m – meses; F – feminino; M – masculino; OD – olho direito; OE – olho esquerdo; QT – quimioterapia; RT – radioterapia; Crio – crioterapia. 










Resultados dos testes moleculares efetuados em 15 familiares dos 6 casos índex. 
Família 1 2 3 4 5 6 





































Resultado do estudo + 
Em 
curso 
   
Em 
curso 
+ +  + + +   
Em 
curso 
Familiar com história pessoal 
de RTB 
 ■    ■     ■     
                           = Ausência de mutação; X   S   f  ili                ■   F  ili    f     . 











RTB com mutação germinativa 
(%) 
RTB unilateral 40% ~14% 
RTB bilateral 60% 95% 





Percentagem de RTB quanto à lateralidade e à presença de mutação germinativa na casuística. 
Casuística 
RTB 
(N.º casos/Total, %) 
RTB com mutação germinativa 
(N.º casos/Total, %) 
RTB unilateral 6/10, 60% 2/6, 33,3% 
RTB bilateral 4/10, 40% 4/4, 100% 
RTB = retinoblastoma. 
 
 




















Fig. 2 - Família 1. Encontrada mutação em II:2 e III:1.  = Heterozigótico 
assintomático.  = Heterozigótico com RTB.  = Heterozigótica com RTB. 
Fig. 3 - Família 2.  = Heterozigótica com RTB. 




















Fig. 5 - Família 4. Encontrada mutação em II.5.  = Heterozigótico com 
RTB.  = Heterozigótico assintomático. 
Fig. 4 - Família 3. Em II:5 e II:6 foi pesquisada a mutação com resultado 
negativo.  = Heterozigótico com RTB. 













Fig. 6 - Família 5. Encontrada mutação em II:2.  = Heterozigótico 
com RTB.  = Heterozigótica com RTB. 
Fig. 7 - Família 6. Encontrada mutação em I:2, II:4, II:9 e III:2. Em II:6, II:8 e III:8 foi pesquisada a mutação, 
com resultado negativo.  = Heterozigótica com RTB.  = Heterozigótico com RTB.  = Heterozigótico 
assintomático.  = Heterozigótica assintomática. FIV – Fertilização in vitro. 
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